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C
ada vegada està prenent
més rellevància la recerca
d’estructures d’hidrats de
carboni amb noves pro-
pietats funcionals en els sectors ali-
mentari i biomèdic. Els hidrats de
carboni ja han deixat de tenir només
una funció energètica, com es con-
sidera la reserva de midó, o una fun-
ció estructural, com en el cas de la
cel·lulosa, component de les parets
cel·lulars. La glicobiologia ha donat
a conèixer que els carbohidrats, 
juntament amb proteïnes i lípids,
glicoconjugats en general, partici-
pen en processos de reconeixement
i senyalització molecular.1 La im-
portància d’aquestes funcions ha
creat expectatives en l’alimentació
des del punt de vista nutricional,
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CIÈNCIA
Oligosacàrids funcionals 
per síntesi enzimàtica. Nous enzims 
per a noves aplicacions
RESUM: Davant l’interès creixent per les funcionalitats dels hidrats de carboni en
l’organisme, la síntesi eficient d’oligosacàrids més complexos i polisacàrids esdevé
una necessitat. Les estructures dels carbohidrats existents són el resultat de l’acció
dels enzims glicosil transferases i els enzims glicosidases. La utilització d’aquests
enzims in vitro és, per a la majoria de glicosil transferases, de moment, no rendible 
i per a les glicosidases, poc eficient, ja que la seva funció principal és la hidròlisi i,
per tant, els rendiments de síntesi són baixos. El redisseny de glicosidases per
tècniques d’enginyeria de proteïnes permet modificar l’activitat enzimàtica cap a 
la síntesi, eliminant la seva activitat hidrolítica. Aquests nous mutants, anomenats
glicosintases, produeixen oligo i polisacàrids amb rendiments generalment
quantitatius.
PARAULES CLAU: Hidrats de carboni, síntesi enzimàtica, glicosidases, glicosintases.
SUMMARY: Due to the increasing interest in functions of carbohydrates in the organism,
efficient synthesis of more complex oligosaccharides and polysaccharides becomes a
need. The carbohydrate structures that are present are the result of the action of
glycosyl transferases enzymes and glycosidases enzymes. The use of these enzymes in
vitro is, in the case of the majority of glycosyl transferases, by now not profitable, and
in the case of the glycosidases is slightly efficient, because their main function is
hydrolysis and then, yields in synthesis are low. The redesign of these glycosidases
using protein engineering techniques allows to modify their enzymatic activity to the
synthesis, eliminating the hydrolysis activity. These news mutants, called
glycosynthases, afford oligo and polysaccharides generally in quantitative yields.
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funcional i tecnològic, i en la bio-
medicina, des del punt de vista de
mediadors d’interaccions entre
cèl·lules. Així doncs, l’interès per
l’obtenció eficient dels hidrats de
carboni ja coneguts i de noves
estructures (nova generació), junt
amb l’estudi de la seva funcionali-
tat, ha anat creixent i és motiu d’una
intensa recerca actual.
De fet, la varietat de les estructu-
res d’hidrats de carboni és molt
àmplia. Mentre que quatre aminoà-
cids o nucleòtids poden generar
quaranta-vuit tetràmers possibles,
quatre monosacàrids diferents
poden unir-se de diferents maneres
donant lloc a 35.560 possibles tetra-
sacàrids.2 Els oligosacàrids són
molècules altament funcionalitza-
des, amb enllaços a i/o b i que, a
més, poden estar ramificats. Aques-
tes característiques generen tota la
diversitat existent però, alhora,
impliquen estrictes requeriments de
regio i estereoespecificitat en la sín-
tesi d’una estructura.
In vivo, els carbohidrats se sin-
tetitzen per l’acció dels enzims gli-
cosil transferases de forma unívoca
gràcies a la pròpia regio i estereoes-
pecificitat enzimàtica. En canvi, in
vitro, la seva síntesi química és
complicada, ja que els diferents
grups hidroxils són de similar reac-
tivitat i es requereix un gran nom-
bre de passos de protecció, despro-
tecció i activació per evitar la 
formació dels possibles isòmers. De
tal manera que, des del punt de
vista d’aplicació alimentària, l’ob-
tenció dels carbohidrats és a partir
d’extracció d’oligosacàrids i poli-
sacàrids tradicionals, com el midó,
la sacarosa i la lactosa, que es degra-
den per acció enzimàtica per gene-
rar els diferents carbohidrats que
actualment s’utilitzen com a edul-
corants, font d’energia, estabilit-
zants, emulsionants o ingredients
funcionals3,4 (taula 1).
Així, per exemple, els maltooli-
gosacàrids, components dels xarops
de glucosa, són obtinguts per hidrò-
lisi de midó per amilases. Les ciclo-
dextrines, l’estructura cíclica de les
quals permet l’encapsulament d’a-
romes o espècies, millorant la seva
estabilitat, s’obtenen per acció de
ciclodextrintransferases de diferents
Bacillus.5 I els fructooligosacàrids,
considerats com a prebiòtics, s’han
obtingut per transglicosidació de la
fructosa de la sacarosa a glucosa per
l’acció de fructosil transferases d’As-
pergillus niger i Aureobasidium
pullulans, o de forma més econò-
mica, a partir de la hidròlisi enzimà-
tica de la inulina de l’extracte d’ar-
rels de xicoira.6,7
De fet, aquests enzims són els
propis enzims dels organismes i, per
tant, són les glicosil transferases, que
sintetitzen oligosacàrids, i les glico-
sidases, que actuen hidrolitzant-los.
Tot i així, en la majoria d’aquestes
aplicacions s’utilitzen les glicosida-
ses tant sigui per hidròlisi com per
síntesi de carbohidrats. Per exemple,
la funció principal de les β-galacto-
sidases és la hidròlisi de substrats
com lactosa, però també són capa-
ces de condensar un glicòsid do-
nador amb un glicòsid acceptor. 
Així, poden sintetitzar el disacàrid
Galβ4Xyl a partir d’un galàctosid com
a donador i un xilòsid com a accep-
tor8 o produir oligosacàrids de galac-
tosa (GOS) a partir de lactosa exce-
dent de la indústria alimentària.9 La
reacció de les glicosidases afavorida
termodinàmicament és la hidròlisi,
però, en certes condicions in vitro,
aquests enzims poden dur a terme la
reacció de condensació. Els rendi-
ments de síntesi no superen el 50 %
i sempre són inferiors als de les gli-
cosil transferases, però els donadors
i acceptors glicosídics inicials són
més simples i barats i, a més, les gli-
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TAULA 1. Tipus d’oligosacàrids produïts en el sector alimentari i les seves fonts
Font Oligosocàrids
Midó Maltooligosacàrids: de maltosa a maltoheptosa.
Isomaltooligosacàrids: isomaltosa, panosa, isomaltotriosa.
Ciclodextrines (CD): α-CD, β-CD, γ-CD, CD ramificades.
Altres: manitol, gentiooligosacàrids, trealosa,
nigerosa
Sacarosa Glicosil sacarosa, fructooligosacàrids, isomaltulosa,
lactosacarosa, xilosacarosa, rafinosa, estaquiosa, etc.
Lactosa Galactooligosacàrids, lactosacarosa, lactulosa,
lactitol
Xilà, quitina, Xilooligosacàrids, oligosacàrids de quitina o 
quitosan quitosan, etc.
Els hidrats de carboni ja han
deixat de tenir només una
funció energètica, com es
considera la reserva de midó, 
o una funció estructural, 
com en el cas de la cel·lulosa
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cosidases són més fàcilment mani-
pulables i expressables en microor-
ganismes. Per contra, les glicosil
transferases han estat difícils d’ex-
pressar perquè són majoritàriament
proteïnes de membrana i, a més, o
bé utilitzen substrats molt cars com
és el cas de les glicosil transferases
tipus Leloir (figura 1), en què el seu
donador és un nucleòtid de glicosil,
o bé són específiques per a pocs
substrats com les glicosil transfera-
ses tipus no Leloir i les transglicosi-
dases. Per exemple, la ciclodextrin
glicosil transferasa, que catalitza la
condensació de maltooligosacàrids
per a l’obtenció de ciclodextrines,5 o
la dextransucrasa, que transglicosida
sacarosa per a l’obtenció de dextrans,
són transglicosidases.10
ENZIMS GLICOSIDASES EN
SÍNTESI D’HIDRATS DE CARBONI
Davant de tot això, els enzims gli-
cosidases es consideren eines poten-
cials per a la síntesi de la diversitat
dels carbohidrats. El seu mecanisme
d’acció ha estat àmpliament estu-
diat. Pel que fa a la reacció hidrolí-
tica, aquests enzims catalitzen la
hidròlisi dels enllaços glicosídics mit-
jançant un mecanisme d’inversió o
de retenció. Les glicosidases que
actuen amb mecanisme d’inversió
alliberen l’oligosacàrid amb el car-
boni anomèric amb configuració
invertida i, en canvi, les de meca-
nisme de retenció mantenen l’este-
reoquímica d’aquest carboni.11 En
els dos casos, dos aminoàcids són els
residus essencials i la catàlisi és àcid-
base general.12,13 Per exemple, en les
glicosidases amb retenció de confi-
guració (figura 2a), l’aminoàcid que
actua de nucleòfil ataca el carbònic
anomèric de l’oligosacàrid alhora
que l’altre aminoàcid protona l’oxi-
gen glicosídic. Aquest pas de reacció
hidrolitza l’enllaç glicosídic allibe-
rant, per una banda, una part d’oli-
gosacàrid i, per l’altra, donant lloc a
l’intermedi de reacció glicosil-enzim.
En el segon pas de reacció, l’aminoà-
cid àcid-base augmenta la nucleofí-
lia d’una molècula d’aigua que ataca
l’intermedi i rendeix l’oligosacàrid
lliure amb retenció de configuració.
En certes condicions (figura 2b), és
favorable que reaccioni una molè-
cula oligosacàrid en comptes d’una
molècula d’aigua, i es doni la reacció
entre els dos glicòsids i s’obtingui el
producte de condensació. Per exem-
ple, quan s’utilitza una alta concen-
tració dels dos substrats usant-ne un
com a dissolvent o es redueix la
quantitat d’aigua utilitzant dissolvents
orgànics o s’augmenta la tempera-
tura, es desplaça l’equilibri i els ren-
diments de síntesi augmenten.14-16
Tot i així, els rendiments són baixos
perquè, tot i que l’enzim condensa
el donador i l’acceptor glicosídic,
l’enzim presenta la maquinària ca-
talítica per la hidròlisi i, per tant, el
producte de condensació és substrat
de l’enzim i pot ser hidrolitzat. Dife-
rents estratègies s’han dut a terme
per resoldre aquest problema. S’ha
eliminat el producte de condensació
del medi de reacció per cristal·litza-
ció del producte in situ o adsorció, o
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FIGURA 1. Biosíntesi d’oligosacàrids per glicosil transferases: a) tipus Leloir, b) tipus no Leloir, i c) transglicosidases.
a) Leloir: b-1, 4-galactosil transferasa
b) No Leloir: fosforilasa de trealosa
c) Transglicosidases: ciclodextrin glicosil transferasa
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bé s’ha estabilitzat l’enzim enfront a
temperatura i dissolvents orgànics
gràcies a la immobilització enzimà-
tica.9,17,18
REDISSENY RACIONAL 
DE GLICOSIDASES 
A GLICOSINTASES
Finalment, però, coneixent el meca-
nisme d’acció de l’enzim, les glico-
sidases amb retenció de configura-
ció van ser redissenyades per tal que
la seva única funció fos la síntesi.
L’any 1998, Withers et al.19 intro-
dueixen el concepte glicosintasa per
a enzims exoglicosidases i Planas et
al.20 per a enzims endoglicosidases.
Aquest concepte es basa en el
següent (figura 3):
— D’una banda, es muta l’ami-
noàcid que actua de nucleòfil per un
aminoàcid no nucleofílic, com ala-
nina, per tal que no pugui iniciar la
reacció d’hidròlisi.
— I d’altra banda, s’ofereix un
substrat amb configuració α per tal
que mimetitzi l’intermedi de reac-
ció.
Els dos grups confirmen que els
mutants del nucleòfil E358A de l’e-
xoglicosidasa d’Agrobacterium sp. i
l’E134A de l’endoglicosidasa de
Bacillus licheniformis no poden
hidrolitzar oligosacàrids, però sí són
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FIGURA 3. Activitat glicosintasa entre el donador fluorur activat i un acceptor glicòsid pels mutants del nucleòfil E358A
de l’exoglicosidasa d’Agrobacterium sp. i E134A de l’endoglicosidasa de Bacillus licheniformis.
FIGURA 2. Reaccions de glicosidases que actuen segons mecanisme de retenció de configuració: a) reacció d’hidròlisi,
b) reacció de síntesi.
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capaços de sintetitzar-ne a partir de
donadors activats amb configuració 
α. Aquests mutants s’anomenen gli-
cosintases. 
A partir de llavors, s’aplica
aquesta metodologia a altres glico-
sidases amb diferents especifici-
tats21-31 i es confirma el mecanisme
d’aquests mutants.32 La figura 3
mostra que l’aminoàcid que en la
reacció d’hidròlisi actua d’àcid-base,
en el mutant glicosintasa actua de
base augmentant la nucleofília
d’una molècula acceptora que ataca
el carboni anomèric del donador gli-
cosídic donant el producte de con-
densació. L’absència del residu
nucleòfil evita la hidròlisi d’aquest
producte i s’aconsegueixen rendi-
ments de condensació superiors al
90 %. La taula 2 presenta els enzims
glicosintases redissenyats a data d’a-
vui i els enllaços glicosídics que for-
men. Mono-, di-, tri- i tetrasacàrids
poden ser condensats mitjançant
nous enllaços β-1,3, β-1,4, β-1,6 o α-
1,4 i α-1,6 pels mutants d’aquestes
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Enzims Mutants Productes Grup de recerca
β-glicosidasa E358A β-1,4 (β-1,3) Withers et al.19,21
Agrobacterium sp. E358S
β-glicosidasa E387G β-1,3; β-1,4; β-1,6 Moracci et al.22
Sulfolobus solfataricus
β-manosidasa
Cellulomonas fimi E519A β-1,4 Withers et al.23
E519A
β-galactosidasa
Escherichia coli E537S β-1,6 Withers et al.24
E794D/E537S
α-glucosidasa D481G α-1,4; α-1,6 Chiba et al.25
Schizosaccharomyces pombe
β-glicosidasa E383A β-1,3 (β-1,4) Planas et al.26
Streptomyces sp.
β-glicosidasa E386A β-1,3; β-1,4; β-1,6 Moracci,Van der Oost et al.27
Thermosphaera aggregans
β-glicosidasa E372A β-1,3 Moracci,Van der Oost et al.27
Pyrococcus furiosus
Enzims Mutants Productes Referències
1,3-1,4-β-glucanasa E134A β-1,4 Planas et al.20
Bacillus licheniformis
1,4-β-glucanasa E197A β-1,4 Driguez et al.28
Humicola insolens
1,3-β-glucanasa E170A β-1,3 Planas,Van der Oost et al.29
Pyrococcus furiosus
1,3-β-glucanasa d’ordi E231G β-1,3 Fincher et al.30
E231A
E231S
β-mananasa E320G β-1,4 Withers et al.31
Cellvibrio japonicus E320S
TAULA 2. Glicosintases existents a data d’avui i l’enllaç glicosídic que poden formar
Exoglicosintases
Endoglicosintases
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glicosidases. Aquests enzims encara
no cobreixen totes les possibles
combinacions generades a partir,
per exemple, de quatre monòmers,
però s’estan explorant nous mutants
glicosintasa, al mateix temps que
aquests enzims s’estan transformant
en eines sintètiques per a la síntesi
de carbohidrats.
A títol d’exemple, en el grup s’ha
desenvolupat aquesta estratègia en
dos enzims: l’endoglicosidasa de B.
licheniformis i l’exoglicosidasa de
Streptomyces sp. 
L’endoglicosidasa és una 1,3-
1,4-β-glucanasa i hidrolitza enllaços
glicosídics interns d’oligo i poli-
sacàrids amb enllaços β-1,3 i β-1,4,
com el β-glucà.33,34 Presenta una
alta regioselectivitat, ja que només
hidrolitza l’enllaç β-1,4 d’unitats de
glucosa que tenen enllaç β-1,3. A
diferència d’aquest enzim, la glico-
sidasa de Streptomyces sp. és un
enzim exo i per tant, hidrolitza oli-
gosacàrids pels extrems.35,36 Hidro-
litza unitats de glucoses unides per
enllaços β-1,4, β-1,3 i β-1,2 i, a més,
presenta activitat fucosidasa i ga-
lactosidasa. 
La mutació del residu nucleòfil a
alanina en aquests dos enzims con-
verteix aquestes glicosidases en gli-
cosintases20,26 (figura 4). El mutant
E134A de l’1,3-1,4-β-glucanasa con-
densa el donador laminaribiòsid
amb l’acceptor monosacàrid, ren-
dint el corresponent trisacàrid amb
un nou enllaç β-1,4, mentre que el
mutant E383A de la β-glicosidasa
transglicosida el fluorur de glucosil
amb el glicòsid obtenint el disacàrid
amb enllaç β-1,3. En els dos casos,
els rendiments són quantitatius. 
L’àmplia especificitat d’aquesta
exoglicosidasa fa atractiva l’explo-
ració de la capacitat de síntesi d’a-
quest enzim enfront de diversos
donadors i acceptors. Tal com mos-
tra la taula 3, s’assagen tres dona-
dors, els fluorurs de glucosil, galac-
tosil i xilosil, amb vuit acceptors.
D’aquestes diferents combinacions,
l’enzim és capaç de condensar els
fluorurs de glucosil i galactosil amb
els corresponents monosacàrids
glucosa, galactosa, xilosa, manosa i
fucosa i els disacàrids laminaribiosa
i cel·lobiosa. El fluorur de xilosil no
actua de donador, cosa que con-
firma que el grup 5-hidroximetil
present en la glucosa i absent en la
xilosa és important per l’afinitat
donador-enzim. I tampoc és accep-
tor el 2-N-acetamidoglucòsid (Glc-
NAcβ-PNP), monosacàrid present
en els N-glicans de les cèl·lules.
Quan l’acceptor és un monosacàrid,
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FIGURA 4. a) Condensació del donador fluorur de laminaribiosil (Glcβ3Glc-αF) amb l’acceptor 4-metilumbel·liferil
glucòsid (Glcβ-MU) pel mutant E134A de l’endo-1,3-1,4-β-glucanasa de Bacillus licheniformis.  b) Transglicosidació 
del fluorur de glucòsid (Glcα-F) amb el 4-p-nitrofenil glucòsid (Glcβ-PNP) pel mutant E383A de l’exo-β-glicosidasa de
Streptomyces sp.
a) E134A endoglucanasa
b) E383A exoglicosidasa
L’interès per l’obtenció eficient
dels hidrats de carboni ja
coneguts i de noves estructures,
junt amb l’estudi de la seva
funcionalitat, ha anat creixent 
i és motiu d’una intensa 
recerca actual
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el nou enllaç glicosídic format és
específicament β-1,3, a excepció de
l’acceptor xilòsid que dóna tant el
disacàrid β-1,3 com β-1,4. S’entén,
doncs, que la presència del grup 5-
hidroximetil en els acceptors intervé
en l’orientació de l’acceptor en el
centre actiu de l’enzim: en la seva
presència, orienta l’hidroxil en 3 per
transglicosidar i, en la seva absèn-
cia, aquesta especificitat es veu rela-
xada i transglicosida tant l’hidroxil
en 3 com en 4. Aquesta influència és
encara més determinant quan els
acceptors són disacàrids. En aquest
cas, el nou enllaç glicosídic és exclu-
sivament β-1,4. En resum, aquest
enzim és capaç de produir aquests
tretze oligosacàrids amb rendi-
ments que varien entre el 30 % i el
100 %.
El mutant glicosintasa de l’1,3-1,4-
β-glucanasa, en ser un enzim endo,
és capaç de sintetitzar oligosacàrids
més complexos. L’èxit d’aquesta
estratègia es confirma amb l’hexa-
sacàrid Galβ4Glcβ4Glcβ3Glcβ4Glc-
β4Glcβ-OMe, que té com a parti-
cularitat la presència d’enllaços tant
β-1,3 com β-1,4 i és el millor substrat
per a l’anàlisi estructura-funció del
propi enzim 1,3-1,4-β-glucanasa. Les
síntesis d’aquest carbohidrat dutes a
terme anteriorment pel grup sempre 
presenten rendiments inferiors 
al 20 %. En canvi, la reacció one-
pot de dues glicosintases rendeix
aquest oligosacàrid de manera quan-
titativa37 (figura 5). Els substrats ini-
cials 1, 2 i 3 són tres disacàrids sen-
zills de preparar i les reaccions que es
duen a terme es donen segons la
següent seqüència: els tres substrats
són presents en la mescla inicial i els
fluorurs de lactosil 1 i laminaribiosil
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TAULA 3. Combinació de donadors i acceptors assajats i productes de condensació obtinguts pel mutant E383A
de l’exoglicosidasa. n. r.: no reacciona
Donador Acceptors Productes
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2 són condensats específicament pel
mutant E197A de l’1,4-β-glucanasa
d’Humicola insolens per rendir el
tetrasacàrid 4 (Galβ4Glcβ4Glcβ3-
Glcα-F) amb un nou enllaç glicosídic
β-1,4. Un cop acabada aquesta reac-
ció, s’addiciona el mutant E134A de
l’1,3-1,4-β-glucanasa sobre la ma-
teixa mescla, que és capaç de trans-
glicosidar aquest nou tetrasacà-
rid amb el disacàrid cel·lobiòsid 3
mitjançant un enllaç β-1,4 i lliurar
quantitativament l’hexasacàrid 5,
Galβ4Glcβ4Glcβ3Glcβ4Glcβ4Glcβ-
OMe. Després de la seva purificació,
s’obté l’hexasacàrid objectiu amb un
rendiment del 80 %.
A més, l’habilitat d’aquesta endo-
glicosintasa s’ha estès a la síntesi in
vitro de polisacàrids38 (figura 5). El
donador fluorur de laminaribiosil
(Glcβ3Glc-αF) és autocondensat i
polimeritzat pel mutant glicosintasa
via enllaç β-1,4, i rendeix un nou
polisacàrid d’enllaços alternants β-
1,3 i β-1,4. 
Aquestes aplicacions han fet que
els enzims glicosintases, redisse-
nyats a partir de les glicosidases, es
considerin eines potencials per 
a la síntesi específica i controlada de
nous hidrats de carboni. En l’àmbit
alimentari, aquesta metodologia
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FIGURA 5. Síntesi de l’hexasacàrid 5, Galβ4Glcβ4Glcβ3Glcβ4Glcβ4Glcβ-OMe, amb les glicosintases E197 de l’1,4-
β-glucanasa i E134A de l’1,3-1,4-β-glucanasa. (a, b) tampó fosfat pH 7, CaCl2 0,1 mM, 35 ºC, (c) Ac2O/piridina, 24 h,
temperatura ambient, (d) MeONa/MeOH, 4 h, temperatura ambient.
a)
b)
c) d)
Els enzims glicosintases, redissenyats
a partir de les glicosidases, es
consideren eines potencials per a la
síntesi específica i controlada de nous
hidrats de carboni
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obre les portes a la preparació de
nous oligosacàrids funcionals, tant
per explorar les seves propietats 
com per a la seva producció.
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FIGURA 6. Reacció de polimerització catalitzada pel mutant E134A de l’1,3-1,4-β-glucanasa a partir del disacàrid fluorur
de α-laminaribiosil.
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